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Summary 
Agrobacterium-mediated transformation system is one of the simplest加 dhighest-efficiency meth-
ods to introduce the foreign genes into higher plant spices. Howev巴r，in tomato plants， itis stil ineffec-
tive to obtain the transgenic plants by this method. In this study， we compared several初 tibioticsto 
eliminate Agrobacterium growth after infection step. The resllts of our study indicate that augpenin that 
consIsts of ticarcillin and potassium clavulanate is an excellent choice to apply in tomato transformation 
In addition， we determin巴dpromoter activity of maize ubiquitin gene in a transgenic tomato plant by 
northem-blot analysis. Th巴llbiquitinpromoter also works well in al tissue that we test己d.The activity 
of this promot巴ris in between noparin synthas巴promoterand cauliflower mosaic virus 35S promoter. 





















形質転換には，出 1に示したバイナリーベクターを保持する Agrobacteriumtumefaciens EHA 
101株mを用いた.
〈トマトの形鷺転換〉




培地，0.8%寒天， 1 %D-グルコース， pH5.8J 1::.に移し， 250C， 16時間明期/8時間暗期の
条件で発芽させた.播種後7日自の芽生えから子葉を切り限り，外構片培養培地 [MS培地，
3%ショ糖， 0.5日程112， 4 -D， lOr碍1ア七トシリンゴン， pH5.5J に外植片の表面を上;こし
て置床し， 250C，暗黒下で 8時間のブレインキュベートを行った.pBIlOI-Hm-ATl-GUS (図
1 )を保持する Agrobactεriumtμη吋αciensEHAIOl1*を50mν1カナマイシン及び50mg/lハイグロ
マイシンちを含む YEP培地中で一一晩培養後， OD600キ0.5となるようにアグロパクテリウム




2%ショ糖 2mg/l trans-zeatin，選抜用抗生物質 (25mgllハイグロマイシンBもしくは50mgll
カナマイシンのいずれか)，除菌用拡生物紫 (500m似カルペニシリン， 500mg/lクラブオラン
もしくは150rr車Aオーグベニンのいずれか)， pH6.0J に移して培養を行った.再生してきた不




NPT f， GUSおよび、HPHの3種類の遺伝子について，アンチセンス RNAプローブを作成
した.NPT fプロープは， pHTS-35S四GUSを鋳型として KAN-lプライマー[5 ' -
gcgatagaaggcgatgcg-3 ' Jおよび、KAN司 2プライマー[5 ' -ccggctacctgcccattcg-3 ' ]により増幅
した NPTf遺伝子の一部 (400bp) をpBluescriptI SK+のEcoRVの部位に導入したプラスミ
ドをHindlllで痘鎖1犬に切断し.Thermo T 7 RNAポリメラーゼ (TOYOBO)及び、DIG-RNALa-
beling Mix (BOEHRINGER MANNHEIM) を用いて標識プロープを合成した.GUSプロープは，
pBI221から BamHIとおc1を用いて GUS遺伝子断片(1.8kbp)を切り出し，BamH 1及ぴSac
Iで切断した pBlu巴scriptI KSに導入したものを EcoRVで切断し，HPHプロープは， pCHか











乳鉢で粉砕した後， 25m!の抽出バッファー [0.8M Tris帥HCl，90mM LiC!， 4. 5mM EDTA， 1 % 
SDS， pH8. 2J，及び、lOmlの水飽和フェノールを加え，ポリトロン型ホモジナイザーを用いて最
高速で 1分間撹詳した.吏にlOmlのクロロホルムを加えよく撹枠し， 2500rpmで10分間遠心










20XSSCバッファーを用いて，ナイロンメンブレン (Hybond司N+， Amersham) に転写した.
メンブレンを 4XSSCですすいだ後， 800Cにて一時間乾熱処理することで RNAを固定化し
た.メンブレンは，高 SDSハイブリダイゼーションバッファー [50%ホルムアミド， 50mM 
リン酸ナトリウムバッファー， 2 %ブロッキング試薬， 5 X SSC， O. 1 %Nー ラウロイルサル
コシン， 7 %SDS， pH7.0J中で，650Cにて 5時間以上プレハイブリダイゼーションを行った
Ecd{ 1 ~4.1kb担 Ecd{ I 
G U S 
NPT f probe GUS probe HPH probe 
図 1 本研究で用いたバイナリーベクターにおける T-DNA領域の遺伝子配置図
GUS: s-グルクロニダーゼ遺f云子 RB:ライトボーダー
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0.197 p>0.5 。 p>0.9 
期待値(分離比)
43 : 3 (15: 1) 
33 : 1( 3 : 1)
り基質である X帽Gulcを青色のインジゴチン色図4 トマト芽生えにおける日 グルクロニダー ゼ
素へと変化させる反町、を利用して，組織化学的 遺伝子発現の組織化学的解析
にGUS遺伝子二産物の検出を行った.コントロール植物では全く青色の発色は認められなかっ
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